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ABSTRACT
Objectives: The aim of this study was to investigate the 
developmental pattern of androgen receptor (AR) in caput 
epididymis.
Materials and methods: In this study three randomly se-
lected rats were sacrificed at ages 21, 56, 90 and 120 days 
old. All male rats were anesthetized with ethyl ether before 
killing. Then, the caput epididymides were removed and 
fixed in Bouin’s fixative at +4°C for 36 hour. Afterwards 
the tissue samples were embedded in paraffin for routine 
histological methods. Later the tissues were sectioned at 
5μm and mounted on poly-L-lysin-coated slides. To solve 
the antigen masking problem, we performed microwave 
stimulated antigen retrieval technique before the immu-
nohistochemical staining. Avidin-Biotin-Peroxidase Com-
plex (ABC) method was applied for immunohistochemical 
staining.
Results: In all age groups of rats studied, positive immu-
nohistochemical staining for the AR appeared in nuclei of 
epididymal cells. The staining intensity of AR positive cells 
did not change depending on age. In caput epididymis, 
immunostainable AR was found in tubular epithelial cells 
(principal cells, basal cells and apical cells) and peritubular 
smooth muscle cells. The AR staining in the epithelial cells 
appeared to be stronger than in the peritubular smooth 
muscle cells. In the epithelial cells; staining intensity was 
stronger in principal cells than in basal cells and apical 
cells.
Conclusion: Staining intensity of AR positive epididymal 
cells irrespective of age indicated the necessity of andro-
gens  for  postnatal  differentiation  and  maintaining  the 
structure  of  the  epididymis.  Stronger  staining  intensity 
in principal cells suggested that principal cells are more 
sensitive to androgen stimulation. J Clin Exp Invest 2011; 
2 (3): 260-266.
Key words: Androgen receptor, immunohistochemistry, 
epididymis, antigen retrieval, rat.
ÖZET
Amaç: Bu çalışmanın amacı postnatal süreçte kaput epidi-
dimisteki androjen reseptör (AR)’ün gelişimsel dağılımını 
araştırmaktır.
Gereç  ve  yöntem:  Bu  çalışmada;  rastgele  seçilen  üçer 
adet sıçan 21, 56, 90 ve 120 günlük yaşlarda dietil eter ile 
uyutuldu. Bunu takiben kaput epididimisler, hızlı bir şe-
kilde vücuttan uzaklaştırılarak, Bouin solüsyonunda +4°C 
de 36 saat süreyle tespit edildi. Bu işlemi müteakip doku 
örnekleri rutin histolojik prosedürlerden geçirilerek para-
fine gömüldü. Parafin bloklardan mikrotomda 5μm kalın-
lığında poly-L-lysin kaplı lamlara alınan doku kesitlerine, 
immunohistokimyasal  boyama  öncesinde,  antijen  mas-
kelenmesi problemini gidermek için, mikrodalga ışınımlı 
“antijen  retrieval”  yöntemi  uygulandı.  İmmunohistokim-
yasal  boyama  Avidin-Biotin-Peroksidaz  Kompleks  (ABC) 
tekniği kullanılarak gerçekleştirildi.
Bulgular: İncelenen tüm yaş grubu sıçanlarda; pozitif AR 
immunboyanma, epididimal hücrelerin sadece çekirdek-
lerinde gözlendi. AR pozitif hücrelerdeki boyanma yoğun-
luğu yaşa bağlı olarak değişim göstermedi. Kaput epididi-
miste pozitif AR immunboyanma; tubuler epitel hücreler 
(esas hücreler, bazal hücreler ve apikal hücreler) ve peri-
tubuler düz kas hücrelerinde görüldü. Epitel hücrelerdeki 
boyanma yoğunluğu düz kas hücrelerine göre daha belir-
gindi. Epitel dokuda ise, esas hücrelerdeki boyanma yo-
ğunluğu bazal ve apikal hücrelere göre daha güçlüydü.
Sonuç: Epididimal hücrelerdeki AR yoğunluğunun, yaşa 
bağlı olarak değişmediği bulgusu; androjenin epididimi-
sin postnatal farklılaşması ve epitel dokusunun yapısının 
korunabilmesi için gerekli olduğunu göstermektedir. Esas 
hücrelerin boyanma yoğunluğunun daha güçlü olması, bu 
hücrelerin androjen sitümülasyonuna daha duyarlı olduğu 
şeklinde yorumlanabilir. Klin Deney Ar Derg 2011; 2 (3): 
260-266.
Anahtar kelimeler: Androjen reseptör, immunohistokim-
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GİRİŞ
Epididimis; testiste üretilen spermiyumların depo-
lanması, protein sekresyonu ve testis orijinli sıvıla-
rın absorbsiyonu gibi fonksiyonları yerine getiren 
oldukça  karmaşık  bir  organdır.1  Histolojik  olarak 
kaput (baş) korpus (gövde) ve kavda (kuyruk) ol-
mak üzere üç bölümden oluşan epididimis, duktulus 
eferentis ve duktus epididimidis adı verilen oldukça 
kıvrımlı kanalcıklardan oluşur. Epididimis epiteli; 
esas (principal cells), bazal (basal cells), apikal (api-
cal cells) ve berrak (clear cells, özellikle epididimi-
sin kavda kısmında) hücrelerden oluşmuştur.1-3
Yapılan çalışmalarda epididimisin prenatal ve 
postnatal farklılaşması ve epitel dokusunun yapı-
sının  korunabilmesi  için  androjenlere  ihtiyaç  du-
yulduğu  ortaya  konulmuştur.4-6  Spermiyum  ileri 
doğru hareket ve ovumu dölleme yeteneğini sperm 
iletim kanallarında, özellikle de epididimiste kaza-
nır.7 Spermiyumların bu yetenekleri kazanmasında, 
epididimis epitelinin sekretorik ve emilimle ilgili 
fonksiyonları  sonucunda  oluşturulan  mikro  çevre 
önemlidir.7,8 Yapılan araştırmalar bu mikro çevre-
nin  birleşenlerinden  olan  birçok  proteinin  sentez 
ve  salgılanmasının  androjene  bağımlı  olduğunu 
göstermiştir.9,10  Epididimise,  kan  yoluyla  ya  da 
testis sıvısı vasıtasıyla ulaşan androjenler, etkileri-
ni esas olarak AR aracılığıyla gerçekleştirirler.11,12 
Çekirdeğe özgü bir transkripsiyon faktörü olan AR, 
androjenle birleştiğinde DNA’ya bağlanma yetene-
ği kazanarak, androjene bağlı gen transkripsiyonu-
nu  sitümüle  eder.13,14 Androjenlerin  spermiyumun 
olgunlaşmasındaki rolleri, bilim insanlarını epididi-
misteki AR varlığını ve dağılımını araştırmaya yö-
neltmiştir. Yapılan biyokimyasal ve moleküler ge-
netik çalışmalar sonucunda epididimal hücrelerde 
AR varlığı ve dağılımı ortaya konulmuştur.15-20
Testis tarafından sentezlenen sıvıların %90’dan 
fazlasının duktulus eferentiste ve epididimisin baş-
langıç  kısımlarında  emildiği  düşünülmektedir.21,22 
Ayrıca koçlar üzerinde yapılan çalışmada AR’nin 
kaput epididimis ile korpus epididimisin başlangıç 
kısımlarında yoğunlaştığı ve bu bölgelerin androjen 
sitümülasyonuna  daha  duyarlı  olduğu  belirtilmiş-
tir.18  Elde  edilen  bu  bulgular  androjenlerin  kaput 
epididimis ve bünyesindeki spermiyumlar üzerinde-
ki etkilerini göstermesi bakımından önemlidir. Eriş-
kin dönemde epididimisteki AR dağılımını gösteren 
oldukça fazla literatür olmasına rağmen postnatal 
gelişim döneminde AR dağılımını inceleyen çalış-
malar sınırlıdır. Bu çalışmanın amacı; prepubertal 
ve pubertal dönemlerde epididimal hücrelerindeki 
AR  lokalizasyonunu  ve  yoğunluğunu  belirlemek 
suretiyle  androjenlerin  epididimisteki  etkilerini 
araştırmaktır.
GEREÇ VE YÖNTEM
Fırat Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel Araştır-
malar Birimi (FÜTDAM)’nden temin edilen 12 adet 
15 günlük wistar cinsi erkek sıçanlardan rastgele bir 
seçimle üçer adet alınarak 21, 56, 90 ve 120 günlük 
yaşlarda eter ile uyutuldu. Kaput epididimisler hızlı 
bir şekilde vücuttan uzaklaştırılarak Bouin solüsyo-
nunda +4°C de 36 saat süreyle tespit edildi. Bu iş-
lemi müteakip dokular %50, 70, 80, 96I, 96II, 100I, 
100II’lik alkol serilerinden ve xylol den geçirilip 
parafine gömüldü. Parafin bloklardan mikrotomda 
5μm kalınlığında polysine kaplı lamlara alınan ke-
sitler, mikrodalga ışınımlı “antijen retrieval” proto-
kolü uygulanarak immunohistokimyasal yöntemler-
le boyandı.
İmmunohistokimya
Dokuların, lama daha güçlü yapışmasını sağlamak 
için 60°C’lik etüvde 1 saat süreyle bekletilen kesit-
ler, bu işlemin ardından xylol ve alkol serilerinden 
geçirildi. Endojen peroksidazın giderilmesi için 10 
dakika %3’lük hidrojen peroksit (H2O2) (metanolle 
hazırlanmış) de bekletilen doku kesitleri bunun ar-
dından distile suda (5 dakika) yıkandı.
Antijen  retrieval  protokolü  doku  kesitlerinin, 
içerisinde 0,01M sitrat tamponu (pH 6,0)23 bulunan 
plastik koplin jara aktarılmasıyla başladı. Koplin jar 
mikrodalga fırının dönen platformunun orta nokta-
sına yerleştirilerek 600W’da beşer dakika süreyle 
ardı ardına dört kez ısıtıldı. Her beş dakikada bir 
koplin jardaki tampon miktarı kontrol edilerek aza-
lan kısım distile suyla tamamlandı. Daha sonra mik-
rodalga fırından çıkarılan kesitler oda ısısında 20 
dakika soğumaya bırakıldı. Soğuyan doku kesitleri-
nin 5 dakika süreyle PBS (phosphate buffer saline) 
de yıkanması ile antijen retrieval işlemi sona erdi.
İmmunohistokimyasal boyama Avidin-Biotin-
Peroksidaz  Kompleks  (ABC)  tekniği  kullanılarak 
gerçekleştirildi. Antijen retrieval protokolü sonrası 
PBS’de yıkanan kesitler, spesifik olmayan antikor 
bağlanmalarını önlemek amacıyla %10’luk normal 
keçi  serumu  ile  oda  ısısında  (10  dakika)  inkube F. M. Gür ve S. Timurkaan Sıçan epididimisinde androjen reseptör lokalizasyonu 262
J Clin Exp Invest   www.clinexpinvest.org   Vol 2, No 3, September 2011
edildi. AR’yi saptamak için primer antikor olarak 
PG-21 [Rabbit Anti-Rat/Human Androgen Recep-
tor Polyclonal Antiserum (Millipore Corporation)] 
kullanıldı24. Negatif kontrol olarak kullanılan doku 
kesitlerine PG–21 yerine non spesifik sığır serumu 
uygulandı (Şekil 5). Kesitler primer antiserum ile 
16–20 saat 4ºC de inkube edildi (Antiserum, içeri-
sinde %2,5 bovine serum albumin ve %0,25 sodyum 
azid içeren PBS’de 1:50 oranında sulandırıldı). Daha 
sonra biotinleştirilmiş sekunder antiserum [goat an-
ti-rabbit IgG (Zymed 50-235Z)] ile (30 dakika) ve 
bunu  takiben  streptavidin  horseradish  peroksidaz 
(HRPO conjugate, SA 1007, CALTAG) ile (30 daki-
ka) 37ºC nemli ortamda inkube edildi. Kesitler her 
inkübasyon öncesi 10 dakika süre ile PBS solüsyo-
nu ile yıkandı. Daha sonra kesitler AEC (3-amino-9
-ethylcarbozole) kromojen substratına daldırılıp (10 
dakika) su ile yıkanıp, hematoksilen ile boyandı (3 
dakika) ve mounting medium ile kapatıldı. Boyanan 
kesitler Olympus BX–51 fotomikroskop ile incelen-
di ve fotoğrafları çekildi.
İmmunohistokimyasal  olarak  boyanan  prepa-
ratlar iki farklı araştırmacı tarafından incelendi. Çe-
kirdeklerinde boyanma görülen hücreler AR pozitif 
olarak değerlendirildi. İmmunboyanma yoğunluğu 
negatif (-), pozitif (+), yoğun pozitif (++) ve değiş-
ken (+/-, ++/-) olarak derecelendirildi.
 BULGULAR
Postnatal gelişme döneminde sıçan kaput epididi-
misindeki AR dağılımını belirlemek için 21 ile 120 
gün arasındaki değişik yaş gurubu sıçanlardan alı-
nan doku kesitleri, immunohistokimyasal yöntemler 
kullanılarak incelendi. Tablo 1 de bu çalışmadan ve 
bu konuda yapılmış olan diğer çalışmalardan elde 
edilen sonuçlar karşılaştırmalı olarak gösterilmiştir.
İncelenen tüm yaş grubu sıçanlarda; AR pozitif 
immunoreaktivite,  epididimal  hücrelerin  yalnızca 
çekirdeklerinde gözlendi, sitoplazmada herhangi bir 
immunoreaktivite şekillenmedi. (Şekil 1, 2, 3, 4). 
Kaput epididimiste; pozitif immunboyanma, tubu-
ler epitel hücreler ve peritubuler düz kas hücrelerin-
de görüldü. Epitel hücrelerdeki boyanma yoğunlu-
ğu düz kas hücrelerine göre daha belirgindi. Epitel 
dokuyu oluşturan hücrelerin boyanma özellikleri de 
birbirinden farklıydı. Esas hücrelerdeki immunore-
aktivite bazal ve apikal hücrelere göre daha güçlüy-
dü. Esas hücrelerin büyük çoğunluğu AR pozitifken 
AR negatif hücreler de mevcuttu (Şekil 1, 2, 3, 4). 
Peritubuler düz kas hücrelerinin bir kısmı AR po-
zitifken bir kısmı AR negatifti. (Şekil 2, 3, 4). İn-
celenen grupların tümünde AR pozitif hücrelerdeki 
boyanma özellikleri benzerdi yani yaşa bağlı olarak 
değişim göstermedi.
Tablo 1. Elde edilen bulguların benzer çalışmaların sonuçlarıyla karşılaştırmalı olarak gösterimi.
Epitel Hücreler Bu çalışma
(21, 56, 90 ve 120 günlük gruplar)
İnsan Fare Sıçan Keçi
(28) (1) (20) (17) (38) (39) (36)*
Esas hücreler ++/- ++ ++ ++ ++/+ ++/- ++ ++
Bazal hücreler + - ++ ++ ++/+ ++/- ++ +
Apikal hücreler + (i) (i) ++ ++/+ (i) + +
Peritubuler düz kas hücreleri +/- ++/- ++/- +/- +/- - + +
Semboller: Yoğun pozitif (+ + ), pozitif (+ ), negatif ( -) , değişken (+ +/-, +/- ), incelenmedi (i), kaynaklar (∗).F. M. Gür ve S. Timurkaan Sıçan epididimisinde androjen reseptör lokalizasyonu 263
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Şekil 1. 21 günlük sıçanlarda kaput epididimal hücreler-
deki AR lokalizasyonu. a, apikal hücre; b, bazal hücre; p, 
esas hücre; np, negatif esas hücre. Tüm yaş grubu sıçan-
larda; pozitif AR immunboyanma, kaput epididimal hüc-
relerin çekirdeklerinde gözlendi. Sitoplazmada boyanma 
gözlenmedi.
Şekil 2. 56 günlük sıçanlarda kaput epididimal hücreler-
deki AR lokalizasyonu. a, apikal hücre; b, bazal hücre; p, 
esas hücre; np, negatif esas hücre; d, peritubuler düz kas 
hücresi.
Şekil 3. 90 günlük sıçanlarda kaput epididimal hücreler-
deki AR lokalizasyonu. b, bazal hücre; p, esas hücre; np, 
negatif esas hücre; d, peritubuler düz kas hücresi.
Şekil 4. 120 günlük sıçanlarda kaput epididimal hücreler-
deki AR lokalizasyonu. b, bazal hücre; p, esas hücre; np, 
negatif esas hücre; d, peritubuler düz kas hücresi.
Şekil 5. Negatif kontrol.
TARTIŞMA
Bu çalışmada immunohistokimyasal teknikler kulla-
nılarak posnatal gelişim sürecinde sıçan kaput epidi-
dimisinde AR’nin hücresel lokalizasyonu incelendi. 
AR pozitif İmmunoreaktivite epididimal hücrelerin 
yalnızca  çekirdeklerinde  gözlendi.  Sitoplazmada 
herhangi bir immunboyanma şekillenmedi. AR’nin 
hücre çekirdeğinde lokalize olduğunu gösteren bu 
bulgu, yaygın olarak kabul gören ve AR gibi; and-
rojenlerin bağlanmasıyla aktifleşen transkripsiyonel 
regülatörlerin, esas olarak steroidlere duyarlı hedef 
hücrelerin çekirdeğinde lokalize olduğunu belirten, 
hipotezi25  desteklemektedir.  İnsanlarda,26-28  may-
munlarda29  sıçanlarda30  ve  farelerde31  yapılan  ça-
lışmalarda AR’nin hücresel lokalizasyonuna ilişkin 
benzer sonuçlar elde edilmiştir.F. M. Gür ve S. Timurkaan Sıçan epididimisinde androjen reseptör lokalizasyonu 264
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Kaput epididimiste; AR dağılımının ve yoğun-
luğunun yaşa bağlı olarak değişimini inceleyen ça-
lışmalar oldukça sınırlıdır. Mevcut çalışmada, ortaya 
konulan “epididimal hücrelerdeki AR dağılımının 
ve yoğunluğunun, yaşa bağlı olarak değişmediği” 
bulgusu literatürlerin bir kısmıyla32,33 örtüşürken bir 
kısmıyla34  uyuşmamaktadır.  Bu  bulgu  androjenin 
epididimisin postnatal farklılaşması ve epitel doku-
sunun yapısının korunabilmesi için gerekli olduğu-
nu belirten görüşü desteklemektedir.4-6 Ayrıca henüz 
intraluminal sıvı akışının olmadığı prepubertal dö-
nemdeki  sıçan  epididimisinde  AR’nin  bulunması 
AR  regülasyonunun  intraluminal  androjenlerden 
ziyade dolaşım yoluyla ulaşan androjenlerce sağ-
landığı şeklindeki görüşü32 teyit etmektedir.
Bu çalışmada ortaya konulan, AR pozitif im-
munboyanmanın  tubuler  epitel  hücreler  ve  peri-
tubuler  düz  kas  hücrelerinde  görüldüğü  ve  epitel 
hücrelerdeki boyanma yoğunluğunun düz kas hüc-
relerine göre daha güçlü olduğu sonucu, daha önce 
yapılan  çalışmalarla  benzerdir.17,29,35  Ayrıca  esas 
hücrelerin boyanma yoğunluğunun bazal ve apikal 
hücrelere göre daha güçlü olduğu bulgusu, epitel 
hücrelerin  boyanma  yoğunluklarının  birbirinden 
farklı olduğunu göstermesi bakımından önemlidir. 
Ayrıca elde edilen bu bulgu; esas hücrelerin andro-
jen sitümülasyonuna daha duyarlı olduğu şeklinde 
yorumlanabilir.  Bu  yorum  esas  hücrelerin  yapısı-
nın ve fonksiyonlarının devam ettirilmesinde and-
rojenlerin elzem olduğu fikrini36 desteklemektedir. 
Mevcut çalışmada; esas hücrelerin, hemen hemen 
tamamının yoğun bir şekilde AR immunboyanma 
gösterdiği,  bununla  beraber  az  miktarda  AR  ne-
gatif hücrelerinde bulunduğu ortaya konulmuştur. 
Esas hücrelerdeki AR lokalizasyonuna yönelik bu 
bulgular bir çok çalışmada14,17,20,28,29,32,35-39 elde edi-
len sonuçları teyit etmektedir. Peritubuler düz kas 
hücrelerinin bazılarında görülen AR pozitif immu-
noreaktivite sıçanlarda,17,20 maymunlarda  35,36,40 ve 
insanlarda28,29 yapılan çalışmalarda elde edilen so-
nuçlarla paralellik arz etmektedir.
Spermiyumlar,  epididimisteki  intraluminal 
sıvı  içerisinde  olgunlaşırlar.7  Lumen  sıvısı  tara-
fından sağlanan bu mikro çevre; epididimis epite-
lince gerçekleştirilen; hidrojen iyon sekresyonu,41 
proteinlerin reabsorbsiyonu,42,43 protein sentezi ve 
sekresyonu9,44,45 gibi fonksiyonlar sonucunda oluş-
turulur. Epididimisteki protein sentezi ve sekresyo-
nu araştırıcıların üzerinde yoğunlaştığı bir konudur. 
Çünkü bu proteinler spermin fertilite kazanmasında 
rol oynarlar.44,46,47,48 Yapılan çalışmalar; epididimis 
epitelinin  protein  sentezi  ve  salgılaması  ile  ilgi-
li  fonksiyonlarının  androjenler  tarafından  kontrol 
edildiğini  ve  androjen  yokluğunun  genel  olarak 
protein  sentezi  ve  salgılanmasını  inhibe  ettiğini 
göstermiştir.49,50  Mevcut  çalışmada,  androjenlerin 
etkisine aracılık eden AR’nin epididimis epitelinde-
ki dağılımı ve yoğunluğuyla ilgili elde edilen veri-
ler, androjenin epididimis fonksiyonlarının regülas-
yonundaki önemini teyit etmektedir.
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